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Mleko goveda (Bos taurus) predstavlja kakovosten vir energije in beljakovin. Beljakovine v 
govejem mleku razvrstimo v dve glavni skupini: kazeine (αS1-, β-, αS2- in κ-kazein), ki 
predstavljajo približno 80 % od skupnih beljakovin mleka, preostalih 20 % pa predstavljajo 
serumske beljakovine oz. beljakovine sirotke (α-laktalbumin in β-laktoglobulin), zaradi 
česar kravje mleko opredelimo kot kazeinsko mleko (Bagnicka in sod., 2010, cit. po 
Miluchová in sod., 2013). 
 
Pri govedu je bilo do danes opisanih najmanj 39 variant 4 kazeinskih genov (αS1-, β-, αS2- in 
κ-kazein; Gallinat in sod., 2013), ki se tesno povezani v 250 kilobaznih parov dolgem odseku 
nahajajo na šestem kromosomu (Hayes in sod., 1993, cit. po Caroli in sod., 2009; Ferretti in 
sod., 1990, cit. po Caroli in sod., 2009). Kazeini ne predstavljajo pomembnega vira 
aminokislin, kalcija in bioaktivnih peptidov zgolj sesnemu teletu (Caroli in sod., 2009), 
temveč ima njihovo medsebojno razmerje pomemben vpliv tudi na lastnosti proizvodnje 
mleka ter lastnosti, pomembne pri proizvodnji sira in sirarskem izplenu (Bonfatti in sod., 
2010b). V teku evolucije se je v genih mlečnih beljakovin pojavilo večje število mutacij, ki 
danes opredeljujejo različne alelne variante posameznih genov. Pogostost pojavljanja 
različnih alelnih variant se med pasmami razlikuje, zato lahko frekvence alel genov 
beljakovin mleka uporabljamo kot genetski marker za razlikovanje med pasmami, prav tako 
pa imajo pomembno vlogo pri raziskavah na področju biotske raznovrstnosti in evolucijskih 
študijah (Jann in sod., cit. po Caroli in sod., 2009). Znano je, da je veliko število variant 
kazeinskih genov vključenih tudi v številne vidike prehranjevanja ljudi (Caroli in sod., 
2009). Prvi je pojav alelov, povezanih z zmanjšano vsebnostjo različnih kazeinov, ki se 
lahko izkorišča za prirejo mleka s posebnimi prehranskimi lastnostmi, npr. hipoalergenega 
mleka. Nasprotno lahko pogostost teh alelov zmanjšamo z odbiro plemenjakov na podlagi 
enostavnih DNK testov in povečamo vsebnost kazeinov v mleku, kar je še posebej 
pomembno pri lastnostih sirjenja mleka v sirarstvu. Omembe vredne so tudi genske mutacije, 
povezane z aminokislinskimi zamenjavami oz. delecijami, ki lahko vplivajo tudi na biološko 
aktivnost peptidov, sproščenih po prebavi mlečnih beljakovin. Končno je proučevanje 
sočasne koevolucije genov beljakovin mleka in človeške zmožnosti presnavljanja laktoze v 
mlečnih izdelkih, ki je bilo nedavno poudarjeno, dokaz neselektivnega pojavljanja genetskih 
variant mlečnih beljakovin skozi stoletja (Caroli in sod., 2009). 
 
Opažanja, da so nekatere alelne variante polimorfnih mlečnih beljakovin povezane z 
boljšimi proizvodnimi lastnostmi mleka v tehnoloških postopkih, še posebej pri proizvodnji 
sira, so spodbudila raziskovanje polimorfizma mlečnih beljakovin pri govedu. Do sedaj je 
večina študij, ki so raziskovale genetsko variabilnost kazeinskih genov pri domačem 
evropskem govedu, potekala na ravni beljakovin s pomočjo elektroforetskih tehnik. Te 
tehnike omogočajo zgolj identifikacijo variant, ki se zaradi aminokislinskih zamenjav med 
seboj razlikujejo po električnem naboju, njihovi molekulski masi ali izoelektrični točki 
(Gallinat in sod., 2013). V svojem diplomskem delu sem povzela nekatere izčrpne študije, 
ki so se v zadnjih 50 letih že izvajale na področju polimorfizma beljakovin mleka pri govedu, 
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2 ALELNE VARIANTE GOVEJIH MLEČNIH BELJAKOVIN 
 
Raziskave genetske variabilnosti mlečnih beljakovin so se začele že pred več kot 50 leti z 
odkritjem glavne izmed beljakovin sirotke, tj. β-laktoglobulinom (β-LG; Aschaffenburg in 
Drewry, 1957, cit. po Caroli in sod., 2009), in se v naslednjih letih okrepile z odkritjem 
polimorfizmov s pomembnimi razlikami med vrstami in pasmami goveda (Formaggioni in 
sod., 1999, cit. po Caroli in sod., 2009). 
 
Delež kazeinov (αS1-, β-, αS2- in κ-kazein) v skupnih beljakovinah mleka znaša okoli 80 %. 
Sesnemu teletu kazeini (CN) predstavljajo pomemben vir aminokislin, biološko 
razpoložljivega kalcija in potencialnih bioaktivnih peptidov, poleg tega pa so nekatere alelne 
variante polimorfnih kazeinskih genov povezane z lastnostmi proizvodnje mleka ter imajo 
pozitiven vpliv na izkoristljivost mleka v tehnoloških postopkih, še posebej pri sirarskem 
izplenu (Nilsen in sod., 2009). Zaradi navedenih dognanj so kazeini intenzivno raziskani na 
nivoju beljakovine kot tudi na DNK nivoju, zlasti pri govedu (Gallinat in sod., 2013). 
Kodirajo jih štirje geni, ki so pri govedu mapirani na šestem kromosomu (BTA 6; Nilsen in 
sod., 2009) v zaporedju CSN1S1 (αS1-CN-kodirajoč gen), CSN2 (β-CN-kodirajoč gen), 
CSN1S2 (αS2-CN-kodirajoč gen) ter CSN3 (κ-CN-kodirajoč gen; Threadgill in Womack, 
1990, cit. po Gallinat in sod., 2013). To regijo imenujemo tudi kazeinski lokus. 
 
V govejem mleku so opisali devet alelnih variant αS1-kazeina (označujemo jih s črkami A, 
B, C, D, E, F, G, H in I), 12 alelnih variant β-kazeina (A1, A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1, H2 
in I), štiri alelne variante αS2-kazeina (A, B, C in D) ter 13 alelnih variant (A, B, B2, C, D, E, 
F1, F2, G1, G2, H, I in J) in eno sinonimno varianto (A1) κ-kazeina (Caroli in sod., 2009). Del 
poznanih alelnih variant povzroči enonukleotidna zamenjava na točno določenem mestu 
DNK, ki ima za posledico substitucijo aminokisline – nastanek kodona, ki kodira drugačno 
aminokislino in s tem spremeni polipeptid (drugačno-smiselne mutacije oz. missense 
mutacije; Gallinat in sod., 2013). Nekatere druge variante, kot so CSN1S1*A in CSN1S2*D, 




3 MOŽNOSTI GENOTIPIZACIJE 
 
Selekcija domačih živali je dolgo časa temeljila na fenotipskih opažanjih rejcev, kljub temu, 
da so v zadnjih desetletjih metode selekcije napredovale. Razvoj tehnik molekularne 
genetike je v zadnjem desetletju omogočil vpogled v genom. Medtem ko je iskanje genov 
zamuden proces, lahko poznane variabilne dele genoma uporabimo kot označevalce regij, 
kjer se lahko nahajajo geni za gospodarsko pomembne lastnosti (Dadousis in sod., 2017). 
Vključitev tega dodatnega vira informacije v sistem ocenjevanja plemenskih vrednosti živali 
vodi do t. i. genomske selekcije. Prednost tega pristopa pri selekciji goveda je v možnosti 
ocene plemenskih vrednosti že ob rojstvu, kar lahko poveča sedanji letni genetski napredek 
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3.1 GENOTIPIZACIJA NA NIVOJU BELJAKOVIN 
 
3.1.1 Elektroforetske in izoelektrične tehnike 
 
Prve alelne variante beljakovin mleka so odkrili z visoko ločljivimi elektroforetskimi 
tehnikami ob uporabi različnih metod za izolacijo beljakovin iz mleka (Chessa in sod., 
2007). Elektroforetske in izoelektrične tehnike, ki se večinoma uporabljajo za rutinsko 
tipiziranje na ravni beljakovin, omogočajo zgolj odkrivanje variant, ki se zaradi 
aminokislinskih zamenjav med seboj razlikujejo po električnem naboju, svoji molekulski 
masi (Mw) ali izoelektrični točki (pI; Gallinat in sod., 2013). Velika pomanjkljivost rutinske 






Proteomika je relativno mlada veda biokemije, ki se ukvarja s proučevanjem celotnih 
sistemov beljakovin (na ravni celice, tkiva ali organizma). Opredeljuje, katere beljakovine 
sestavljajo sistem, iz katerih aminokislin so zgrajene, kakšne metabolične signale in 
povezave tvorijo, itn. Mlečna proteomika zajema identifikacijo, karakterizacijo in 
kvantifikacijo mlečnih beljakovin. Njeno apliciranje se razlikuje na podlagi osnovne sestave 
mlečnih beljakovin in njihovih post-translacijskih sprememb (PTM), ki se pojavljajo 
naravno po mRNK translaciji v celici ali prek obdelave in shranjevanja (Gagnaire in sod., 
2009, cit. po Le in sod., 2017). Pomembno je, da jasno ločujemo med genskim 
polimorfizmom, ki je posledica genskih mutacij, in polimorfizmom, ki nastane zaradi post-
translacijskih sprememb (Ng-Kwai-Hang in Grosclaude, 1992, cit. po Le in sod., 2017).  
 
Veliko mlečnih beljakovin je podvrženih množici so- in post-translacijskih sprememb, 
vključno s fosforilacijo, acetilacijo, glikolizacijo, konjugacijo z lipidi in mnogimi drugimi, 
ki povzročijo veliko število sprememb v njihovi strukturi in funkcionalnosti (Gagnaire in 
sod., 2009, cit. po Le in sod., 2017). Boljše razumevanje PTM mlečnih beljakovin glede 
njihove strukture, števila in veznih mest daje dragocene informacije ne samo za prehranske 
in tehnološke lastnosti mleka, temveč daje tudi informacije o morebitnih toksikoloških 
učinkih, ki jih povzroča toplotna obdelava mleka (Meltretter in sod., 2013, cit. po Le in sod., 
2017).  
 
Proteomika je obširna in se uporablja za proučevanje fosforilacijskih mest na govejih α- in 
β-CN, vsi kazeini pa veljajo kot model za proučevanje fosfoproteinov (Wu in sod., 2007, cit. 
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3.1.2.1 Dvodimenzionalna gelska elektroforeza 
 
Dvodimenzionalna gelska elektroforeza (2-DE) je osnovna metoda proteomike, saj služi 
ločevanju beljakovin. S to metodo ločimo beljakovine mleka po dveh kriterijih: glede na 
njihovo Mw in glede na njihovo pI (slika 1).  
 
2-DE oz. kombinirana metoda izoelektričnega fokusiranja (IEF) pri pH razponu 3-10 in 
poliakrilamidne gelske elektroforeze (PAGE) omogoča ločevanje alelnih variant kazeinskih 
genov in genov beljakovin sirotke, kot tudi karakterizacijo izooblik kazeinov, ki jih 
povzročajo post-translacijske spremembe, npr. fosforilacija in glikolizacija (Le in sod., 
2017). Znanstveniki so z uporabo te kombinirane metode karakterizirali več izooblik κ-CN, 
prav tako pa so izboljšali tudi ločljivost izooblik κ-CN z reverzibilnim cisteinom (Holland 
in sod., 2006, cit. po Le in sod., 2017). 
 
 
3.1.2.2 Brezgelne metode 
 
Poleg 2-DE sta za ločevanje mlečnih beljakovin iz kompleksnih zmesi uporabni tudi 
tekočinska kromatografija (LC) in kapilarna elektroforeza (CE). V primerjavi z 
dvodimenzionalno gelsko elektroforezo je LC bolj natančna in robustna, ima boljši 
dinamični razpon ter je enostavnejša za ločevanje beljakovin (O'Donnell in sod., cit. po Le 
in sod., 2017). LC v kombinaciji z masno spektrometrijo premaguje izzive ločevanja in 
identifikacije hidrofobnih, bazičnih beljakovin z nizko molekulsko maso, ki jih 2-DE ne 
zazna (Garbis in sod., 2005, cit. po Le in sod., 2017; slika 1). Ta metoda je bila prvič 
uporabljena za karakterizacijo laktozilacijskih mest β-laktoglobulina (Léonil in sod., 1997, 
cit. po Le in sod., 2017). 
  
 
Slika 1: Splošni postopek proteomike v mlečnih beljakovinah (Le in sod., 2017: 4) 
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3.2 GENOTIPIZACIJA NA NIVOJU DNK 
 
Zagotovo so DNK analize dale nov zagon raziskavam govejih mlečno beljakovinskih 
polimorfizmov, saj omogočajo prepoznavanje znanih beljakovinskih variant in odkrivanje 
novih na ravni genoma z različnimi tehnikami, kot so npr. PCR-RFLP in direktno 
sekvenciranje za CSN3, alelno specifični PCR za CSN2 in CSN1S1 (Damiani in sod., 1990, 
cit. po Caroli in sod., 2009) ter PCR-SSCP za CSN2 (Prinzenberg in sod., 1999, cit. po 
Gallinat in sod., 2013). 
 
Razvoj tehnologije rekombinantne DNK in uvedba verižne reakcije s polimerazo sta 
omogočila hitro in enostavno genotipizacijo alelnih variant na ravni DNK. Caroli in sod. 
(2009) ugotavljajo, da ti postopki niso odvisni od spola osebka, starosti, fiziološkega stanja 
in okoljskih dejavnikov, tako da danes alelne variante genov mlečnih beljakovin lahko 
identificiramo tudi pri moških živalih takoj po rojstvu.  
 
Uporaba teh informacij omogoča vrednotenje plemenskih vrednosti tudi pri mladih živalih 
z zglednimi točnostmi (80 %), ki so sicer manjše kot pri preizkusu na potomcih, a je znatno 
manjši tudi generacijski interval in posledično je lahko genetski napredek na leto celo večji 
in znatno cenejši. Z istim pristopom je možno vrednotiti tudi ženski del populacije, kar 





V preteklem desetletju je sekvenciranje postalo izvedljiva dopolnitev PCR, saj so se stroški 
izvajanja bistveno zmanjšali, s svojo zmogljivostjo, razširljivostjo in hitrostjo pa ta metoda 
omogoča raziskave bioloških sistemov na povsem novi ravni. Ta tehnika se ne uporablja 
zgolj za karakterizacijo že znanih alelnih variant na ravni beljakovin (Lühken in sod., 2009) 
ali na ravni DNK (Jann in sod., 2002, cit. po Gallinat in sod., 2013), temveč se uporablja 
predvsem za odkrivanje novih alelnih variant. Največja prednost sekvenciranja pred 
elektroforetskimi in izoelektričnimi tehnikami analize beljakovin je možnost odkrivanja 
vseh alelnih variant sekvenciranih živali, vključno z novimi različicami in ne samo tistimi, 
ki jih predstavljajo aminokislinske zamenjave spreminjajočih električnih nabojev (Gallinat 
in sod., 2009). 
 
 
3.2.2 Analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) 
 
Osnovna metoda PCR za genotipiziranje mlečnih beljakovin je bila najbolj aktualna v 
devetdesetih letih, dandanes pa se še uporablja v kombinaciji z analizo polimorfizmov dolžin 
restrikcijskih fragmentov (Medrano in Aguilar-Cordova, 1990).  
 
Analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) je metoda, ki omogoča 
odkrivanje znanih sprememb nukleotidnega zaporedja DNK. Opira se na nastanek 
prepoznavnega mesta za restrikcijski encim na mestu mutacije (Lindersson in sod., 1995).  
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Genomska informacija je največkrat predstavljena z velikim številom variabilnih mest v 
genomu, izmed katerih so najbolj pogoste točkovne razlike, imenovane označevalci SNP. 
To so spremembe v posameznih nukleotidnih zaporedjih, imenovane tudi točkovne mutacije, 
ki večinoma nastanejo z nukleotidnimi zamenjavami, redkeje pa z insercijami in delecijami 
(Medrano in Aguilar-Cordova, 1990). Nekatere med SNP nastopajo v kodirajočem delu 
genoma in so sinonimne – povzročijo spremembo aminokisline na nivoju beljakovin. 
 
Primer uporabe RFLP je genotipizacija alelnih variant A in B κ-kazeina. Ti dve 
najpomembnejši varianti za lastnosti predelave mleka se razlikujeta po vrsti aminokislin na 
136. in 148. mestu v verigi. Na 136. mestu je pri varianti A prisotna aminokislina treonin 
(ACC), pri varianti B pa aminokislina izolevcin (ATC). Na 148. mestu v verigi pa se varianti 
razlikujeta v vsebnosti asparaginske (GAT) kisline pri varianti A in vsebnosti alanina (GCT) 
pri varianti B (Medrano in Aguilar-Cordova, 1990). Restrikcijski encim endonukleaza Hind 
III pri genotipu AA na 148. mestu ne prepozna zaporedja nukleotidov in zato ne cepi 
molekule DNK (568 bp), medtem ko pri genotipu BB prepozna spremenjeno zaporedje 
nukleotidov (SNP) na mestu 148. in cepi molekulo DNK na dva fragmenta različnih velikosti 
(352 bp in 216 bp). To omogoča nadaljnjo identifikacijo genotipov AA, AB in BB z 
elektroforezo na agaroznem gelu. 
 
 
Slika 2: PCR-RFLP, identifikacija genotipov 
 
 
3.2.3 Alelno specifični PCR (ASO-PCR) 
 
Alelno specifični PCR (ASO-PCR) omogoča specifično pomnoževanje mutiranega oz. 
normalnega alela. Metoda je uporabna v primerih, ko metoda PCR-RFLP ni mogoča in pri 
biološko aktivnih peptidih, ki se sproščajo pri prebavi mlečnih beljakovin in na katere lahko 
vplivajo zamenjave aminokislin ali njihove delecije zaradi genskih mutacij (Miluchová in 
sod., 2013). Primer sta alelni varianti CSN2*A2 in CSN2*A3, ki se pomembno razlikujeta 
od variant CSN2*A1, CSN2*B ter CSN2*C po prisotnosti aminokisline prolin namesto 
histidin na položaju 67 v zreli beljakovini (Caroli in sod., 2009). ASO-PCR zazna 
polimorfizme gena CSN2 na BTA6 in eksonu VII, označevalci SNP pa definirajo alelne 
variante A1, A2, A3 in B. 
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3.2.4 Analiza konformacijskih polimorfizmov (SSCP) 
 
Metoda analize konformacijskih polimorfizmov (SSCP) temelji na dejstvu, da denaturirane 
molekule DNK glede na nukleotidno zaporedje zavzamejo specifično konformacijo (se 
zvijejo) in različno hitro potujejo čez poliakrilamidni gel. Metoda je uporabna za detekcijo 
alelnih variant, ki se razlikujejo v točkovnih mutacijah (Barosso in sod., 1998), z njo pa ni 
mogoče zaznati vseh nukleotidnih sprememb. Barosso s sod. (1999) jo je uporabil za 
genotipizacijo najbolj pogostih alelnih variant β-CN, tj. A1, A2, A3 in B, ki imajo pomembno 
vlogo pri pojavnosti nekaterih človeških bolezni, povezanih z zauživanjem mleka (Schlieben 
in sod., 1991). 
 
 
4 VPLIV ALELNIH VARIANT KAZEINSKIH GENOV NA LASTNOSTI SIRJENJA 
MLEKA 
 
Eden najbolj presenetljivih učinkov polimorfizmov genov, ki kodirajo beljakovine mleka, je 
njihov vpliv na tehnološke lastnosti mleka, še posebej pomemben pri proizvodnji sira in 
sirarskem izplenu (Bonfatti in sod., 2010b). Kazeini se v mleku nahajajo v obliki kazeinskih 
micel s premerom od 20 do 600 nm, za ohranjanje micel pa je odgovoren κ-kazein. Za 
strukturo kazeinskih molekul so pomembne hidrofobne, vodikove, disulfidne in 
elektrostatične vezi. Primarna struktura kazeinov je definirana z aminokislinskim 
zaporedjem in s specifičnimi mesti za post-translacijske modifikacije (predvsem 
fosforilacija in glikozilacija). Na velikost in čvrstost micel pomembno vplivajo polimorfizmi 
v aminokislinskem zaporedju κ-kazeina (Bonfatti in sod., 2012).  
 
Prve študije o vplivu alelnih variant kazeinskih genov na lastnosti sirjenja mleka so potekale 
v Italiji v 70. letih prejšnjega stoletja (Losi in sod., 1973, cit. po Caroli in sod., 2009; Mariani 
in sod., 1976, cit. po Caroli in sod., 2009), pri čemer se je večina osredotočala na učinke κ-
kazeina na reološko kakovost mleka, ki opisuje koagulacijske lastnosti mleka, čvrstost 
sirarskega zrna in sirarski izplen (Bonfatti in sod., 2012). κ-CN, ki se pretežno nahaja na 
površini kazeinskih micel, je specifičen substrat kimozina, katerega hidrolitska aktivnost 
razdeli κ-CN na netopen para-κ-CN in topen kazein-makropeptid (CMP; Caroli in sod., 
2009). To je ključni postopek pri proizvodnji sira kot tudi pri prehrani sesnih telet (Bonfatti 
in sod., 2010a). Nekatere pomembne fiziološke funkcije, kot so povečana učinkovitost 
prebave (Mercier in sod., 1976, cit. po Caroli in sod., 2009) in antibakterijsko delovanje 
(Malkoski in sod., 2001, cit. po Caroli in sod., 2009), lahko pripisujemo zlasti CMP. 
 
V številnih poskusih so proučevali povezavo med različnimi genetskimi variantami ter 
kvantitativnimi in kvalitativnimi lastnostmi mleka, ki so pomembne v predelavi mleka, 
posebno v sirarski proizvodnji. Znano je, da se najpomembnejše razlike med genotipi 
izražajo v procesu sirjenja: mleko z genotipom CSN3*B je zaradi boljših tehnoloških 
lastnosti primernejše za predelavo (hitrost sirjenja, čvrstost sirarskega zrna, izplen pri 
proizvodnji sira) kot mleko genotipa CSN3*A, medtem ko je mleko heterozigotov po 
tehnoloških lastnostih med variantama CSN3*B in CSN3*A (Ng-Kwai-Hang in sod., 1984, 
cit. po Chen in sod., 2008). Razlike v stabilnosti micel, ki se pojavljajo med dvema 
genetskima variantama CSN3*A in CSN3*B, so strogo povezane z velikostjo micel in 
stopnjo glikolizacije samega proteina (Di Stasio in Mariani, 2000, cit. po Caroli in sod., 
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2009). Kljub temu pa lahko na reološke lastnosti mleka vplivajo tudi manj znane genetske 
variante genotipa CSN3. Stalno spremljanje spreminjanja mlečnih beljakovin pri različnih 
pasmah goveda je ključna praksa, s katero se izognemo povečanju frekvenc mutacij z 
neugodnimi učinki na proces sirjenja (Caroli in sod., 2009). Primer redkega alela z 
negativnim učinkom na reološke lastnosti mleka je genotip CSN3*G, ki je bil odkrit pri 
pincgavskem govedu, za katerega velja, da ima izrazitejši negativen učinek na koagulacijske 
lastnosti mleka kot genotip CSN3*A (Caroli in sod., 2010). Ker imajo lahko različne 
variante tega proteina različne funkcionalne aktivnosti oz. različen vpliv na lastnosti prireje 
mleka, so v teku dolgoletne raziskave, namenjene prepoznavanju in karakterizaciji teh 
raznolikosti pri govedu (Chen in sod., 2008). 
 
 
5 ALELNE VARIANTE MLEČNIH BELJAKOVIN IN HUMANA PREHRANA 
 
Goveje mleko predstavlja kakovosten vir energije in beljakovin. Delež mlečne masti v suhi 
snovi kravjega mleka znaša 30,8 %, beljakovin 25,7 %, laktoze 37,8 % in pepela 5,7 %. Prav 
zato velja omeniti, da so polimorfizmi mlečnih beljakovin na različne načine vključeni v 
prehrano ljudi (Venn in sod., 2006, cit. po Manga in Dvořák, 2010). Trije ključni vidiki 
vključujejo: i) hipoalergene lastnosti določenih tipov mleka, ii) sproščanje peptidov z 
biološkimi funkcijami iz mlečnih beljakovin in iii) koevolucijo variant govejih beljakovin 
mleka in humane tolerance na laktozo (Caroli in sod., 2009). 
 
 
5.1 HIPOALERGENO MLEKO 
 
Večina mlečnih beljakovin je potencialnih alergenov, še posebej izstopajo αS1-CN, αS2-CN 
in β-LG, saj niso prisotni v človeškem materinem mleku (Crittenden in Bennett, 2005, cit. 
po Caroli in sod., 2009). Pojav alelov, povezanih z nično ali manjšo vsebnostjo teh 
beljakovin, se lahko izkorišča za proizvodnjo mleka s posebnimi prehranskimi lastnostmi, 
tj. hipoalergenega mleka. V zvezi s tem lahko za prirejo mleka z zmanjšanim izražanjem 
specifičnega proteina izkoriščamo govejo alelno varianto CSN1S1*G (Rando in sod., 1998, 
cit. po Caroli in sod., 2009).  
 
Poleg izbire mleka z nično ali zmanjšano vsebnostjo določenega proteina, Caroli s sod. 
(2009) omenja še drugo možnost proizvodnje hipoalergenega mleka, ki temelji na genetskih 
razlikah med epitopi, kratkimi delci, široko razpršenimi po hidrofobnih delih beljakovinskih 
molekul. Epitopi na mlečnih beljakovinah vsebujejo zelo ohranjene sekvence, odgovorne za 
navzkrižno reaktivnost imunoglobulina E (IgE) z ustreznimi mlečnimi beljakovinami drugih 
vrst sesalcev, vključno z ljudmi (Wal, 2004, cit. po Caroli in sod., 2009). Posledično lahko 
genetska variacija vpliva na IgE-vezavno epitopno strukturo beljakovin mleka, kar omogoča, 
da lahko mleko, ki ga proizvajajo različni genotipi, sproži različne alergične reakcije (Caroli 
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V zadnjih letih je bilo ugotovljeno, da prehranske beljakovine zagotavljajo bogat vir 
biološko aktivnih peptidov (Bagnicka in sod., 2010, cit. po Miluchová in sod., 2013). 
Biopeptidi so opredeljeni kot specifični beljakovinski fragmenti, ki pozitivno vplivajo na 
telesne funkcije in stanja ter lahko vplivajo na splošno zdravje (Kitts in Weiler, 2003, cit. po 
Caroli in sod., 2009). Takšni peptidi so neaktivni znotraj zaporedja starševske beljakovine, 
sprostijo se šele z encimsko razgradnjo med prebavo ali ob predelavi hrane (Fitzgerald in 
Murray, 2006, cit. po Caroli in sod., 2009). Kazeini predstavljajo rezervoar za najrazličnejše 
bioaktivne peptide, manjše regulatorne spojine s hormonsko-podobno aktivnostjo, ki lahko 
pomembno vplivajo na hranilno vrednost mleka (Miluchová in sod., 2016). 
 
Na biološko aktivnost peptidov, ki se sproščajo pri prebavi mlečnih beljakovin, lahko 
vplivajo zamenjave aminokislin ali njihove delecije zaradi genskih mutacij (Miluchová in 
sod., 2013). Primer sta alelni varianti CSN2*A2 in CSN2*A3, ki se pomembno razlikujeta 
od variant CSN2*A1, CSN2*B ter CSN2*C po prisotnosti aminokisline prolin namesto 
histidin na položaju 67 v zreli beljakovini (Caroli in sod., 2009). Histidin67 določa encimsko 
cepitev peptidne vezi, ki sprošča β-kazomorfin-7 (BCM-7), ki ima opioidne lastnosti in vpliv 
imunskega zaviralca, in je najverjetneje vpleten v etiologijo diabetesa tipa 1 (Miluchová in 
sod., 2016). Zatorej lahko sklepamo, da je zauživanje mleka, ki ga proizvajajo krave, 
prenašalke histidina67, pomembno povezano s pojavnostjo diabetesa, kot posledico 
sproščanja BCM-7 (Elliot in sod., 1999, cit. po Caroli in sod., 2009). Ugotovljeno je bilo 
tudi, da uživanje večjih količin mleka s histidinom67 poveča tveganje za ishemično bolezen 
srca (McLachlan, 2001, cit. po Caroli in sod., 2009), sindrom nenadne smrti dojenčka (Sun 
in sod., 2003, cit. po Caroli in sod., 2009), vodi v poslabšanje simptomov, povezanih s 
shizofrenijo in avtizmom (Miluchová in sod., 2013) ter jo lahko povežemo z alergijo na 
mleko pri ljudeh. Zaradi naštetih negativnih učinkov uživanja mleka s histidinom67 Nilsen s 
sod. (2009) predlaga selektivno razmnoževanje živali s haplotipi, ki so nosilci povečane 
frekvence aminokisline prolina67 pri β-CN genu. 
 
Med biopeptidi v mleku so znani močno fosforilirani fosfopeptidi, ki vplivajo na 
metabolizem kalcija kot tudi na nekatere druge minerale (Bouhallab in Bouglé, 2004, cit. po 
Caroli in sod., 2009). Zauživanje visokih koncentracij kalcija v zgodnjem življenju prispeva 
k razvoju maksimalne gostote kosti, kar lahko v poznejšem življenju preprečuje osteoporozo 
(Caroli in sod., 2009). Caroli in sod. (2009) so raziskali učinke štirih izbranih kazeinskih 
peptidov na mineralizacijo osteoblastov in vitro. Izbrani peptidi so bili povezani z različnimi 
alelnimi variantami kazeina, zlasti s CSN2*C in CSN1S2*C v primerjavi z drugimi alelnimi 
variantami CSN2 in CSN2S2 gena. Avtorji so ugotovili, da lahko različni peptidi različno 
vplivajo na nalaganje kalcija v zunajceličnem matriksu in da so alelne variante vključene v 







Brajnik Z. Alelne variante kazeinskih genov pri govedu in možnosti genotipizacije. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2017 
10 
 
5.3 KOEVOLUCIJA ALELNIH VARIANT GENOV MLEČNIH BELJAKOVIN PRI 
GOVEDU IN ČLOVEŠKE ZMOŽNOSTI PRESNAVLJANJA LAKTOZE 
 
Mleko domačih krav že več kot 8.000 let predstavlja pomemben vir hrane, zlasti v človeških 
družbah, ki so redile pretežno mlečne pasme goveda in so zato razvile sposobnost 
presnavljanja laktoze (Caroli in sod., 2009). Določene človeške populacije, npr. v severni 
Evropi, imajo genetsko določeno sposobnost presnavljanja laktoze tudi v obdobju odraslosti 
z delovanjem encima laktaze, s pomočjo katerega lahko izkoriščajo bogate prehrambne vire 
iz kravjega mleka (Miluchová in sod., 2016). 
 
Šele pred kratkim je bila poudarjena sočasna koevolucija genov mlečnih beljakovin in 
človeške zmožnosti presnavljanja laktoze v mleku in mlečnih izdelkih. Geografski vzorci 
alelnih variacij šestih najpomembnejših genov beljakovin mleka so bili proučevani v 70 
evropskih domačih pasmah goveda (Beja-Pereira in sod., 2003, cit. po Caroli in sod., 2009). 
Avtorji raziskave so odkrili precejšnjo geografsko povezanost med veliko raznolikostjo 
genov mlečnih beljakovin pri govedu, lokacijo neolitskih (> 5.000 let nazaj) območij, kjer 
so gojili govedo, in današnjo sposobnostjo presnavljanja laktoze pri Evropejcih. Avtorji 
predpostavljajo, da je v neolitskem času prišlo do gensko-kulturne koevolucije med 
domačim govedom in človekom, ki se je začela z zauživanem hranljivih snovi iz govejega 
mleka. To je privedlo do vzdrževanja in reje večjih čred goveda in odbire živali na večjo 
prirejo mleka in ugodnejšo sestavo mlečnih beljakovin, kar je dokaz neselektivnega 
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6 RAZPRAVA  
 
Znano je, da imajo polimorfizmi genov, ki kodirajo beljakovine mleka, pogosto pomemben 
vpliv na lastnosti prireje mleka, na lastnosti, ki so pomembne za predelavo mleka, in tudi na 
hranilno vrednost mleka pri številnih vidikih prehranjevanja ljudi. 
 
Opažanja, da so nekatere alelne variante mlečnih beljakovin povezane z boljšimi 
proizvodnimi lastnostmi mleka, še posebej pri proizvodnji sira, so spodbudila raziskovanje 
polimorfizmov mlečnih beljakovin pri govedu. Genomski in proteomski pristop sta uporabni 
orodji za boljše razumevanje, katere alelne variante genov mlečnih beljakovin imajo 
najpomembnejšo vlogo pri posameznih vidikih prireje in predelave mleka, v prihodnosti pa 
bo njun pomen pri odkrivanju novih variant mlečnih beljakovin in njihovih lastnosti še večji 
in bo zagotovo pomembno vplival na vse bolj uporabljeno genomsko selekcijo.  
 
S povečanjem pogostosti kazeinov v mleku pomembno vplivamo na lastnosti sirjenja mleka 
v sirarstvu. Nasprotno z njihovim zmanjšanjem povečamo pojav nekaterih drugih alelov, kar 
lahko izkoriščamo za prirejo mleka s posebnimi prehranskimi lastnostmi, npr. 
hipoalergenega mleka. Genske mutacije, povezane z aminokislinskimi zamenjavami oz. 
delecijami, pa lahko vplivajo tudi na biološko aktivnost peptidov, sproščenih po prebavi 
mlečnih beljakovin, ki vplivajo na telesne funkcije in stanja ter lahko vplivajo na splošno 
zdravje ljudi. 
 
Ker uporaba DNK metodologije omogoča identifikacijo polimorfnih variant tudi pri moških 
živalih, bi z učinkovito selekcijo na ugodne genotipe genov mlečnih beljakovin precej hitro 
spremenili frekvence alelov mlečno beljakovinskih genov v korist genotipov z ugodnimi 
učinki na tehnološke lastnosti mleka. Uporaba vseh opisanih metodologij pa bi v okviru 
ustreznega rejskega programa lahko kmalu pokazala tudi ekonomsko korist zaradi 
pričakovanega izboljšanja tehnoloških lastnosti mleka. 
 
V Sloveniji na področju genomske selekcije zaradi majhnosti populacij in potrebnih 
dodatnih finančnih vložkov nekoliko zaostajamo za razvitimi evropskimi državami. Zaradi 
majhnosti populacij goveda je v nacionalne raziskave potrebno vključevati rezultate 
ocenjevanja povezav med označevalci SNP in fenotipskimi vrednostmi iz mednarodnih 
konzorcijev ali večjih držav. Tako mednarodno povezovanje je še posebej uporabno pri 
govedu, saj so populacije različnih držav genetsko dobro povezane preko pogoste izmenjave 
semena elitnih svetovnih bikov. Na ta način je na nacionalni ravni mogoče vključiti 
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7 SKLEPI  
 
Genetski pristopi k identifikaciji pomembnih mlečnih beljakovin, ki vplivajo na količino, 
kakovost in sestavo govejega mleka, ponujajo povsem nov način za prepoznavanje 
zapletenih interakcij med geni in njihovo fiziološko vlogo pri proizvodnji mleka. Prvič lahko 
analiziramo zapleteno razmerje med geni znotraj celotnega genoma in izvedemo obširne 
raziskave, ki niso bile izvedljive do odkritja visokozmogljivih genomskih in proteomskih 
orodij. Posledično je mogoča hitrejša in učinkovitejša odbira živali na večjo produktivnost 
zaradi poznavanja še zanimivejših vplivov beljakovin mleka na tehnološke lastnosti mleka 
ter na zdravje ljudi. Primer je selekcija nekaterih ugodnih haplotipov, npr. κ-kazeina in β-
laktoglobulina, ki prispevajo k ugodnejšim tehnološkim lastnostim mleka, zlasti tistim, 
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